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RESUMO



A paracoccidioidomicose, causada pelo fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis, € a
micose sist€émica de maior prevaléncia na América Latina, acometendo hoje mais de 10
milhdes de pessoas e apresentando as maiores taxas de mortalidade nas regides Sul e

Sudeste do Brasil.

A infeccdo se da pela via respiratéria sendo que a grande maioria de individuos que entram
em contato com o fungo, ndo desenvolve a doencga. Esta condicdo chamada PCM-infec¢ao
ocorre em individuos que moram em areas endémicas e apresentam teste cutaneo de HTT
positivo aos antigenos do fungo. A progressdo de infec¢do para doenca origina duas formas
clinicas principais: a forma aguda ou juvenil (FJ), de maior gravidade e a forma adulta ou

cronica (FA), mais localizada e menos agressiva.

Com o objetivo de estudar a epidemiologia e o perfil imunolégico da PCM humana na
cidade de Campinas, analisamos as caracteristicas gerais (sexo, idade profissdo) de
pacientes atendidos no HC da UNICAMP e a incidéncia da doenca na regido, juntamente
com seus fatores de risco e suas formas clinicas. Avaliamos também a resposta imune
celular (proliferacao de linfocitos a antigenos do fungo e producao de citocinas do tipo Thl
e Th2), em pacientes com as formas adulta e juvenil da doenca, individuos portadores da

infeccdo e controles sauddveis (teste cutaneo de HTT negativo).

Nossos resultados mostraram que a PCM € endémica em Campinas e regido, acometendo
em sua maioria, individuos adultos do sexo masculino, trabalhadores rurais e da construgao
civil. No entanto, encontramos elevado nimero de pacientes do sexo feminino e criangas
com a forma juvenil da doencga, mais grave e disseminada. Esses pacientes apresentam
resposta imune celular suprimida, caracterizada por teste cutaneo negativo e proliferacao de
linfocitos reduzida a antigenos do fungo, enquanto produzem citocinas do tipo Th2, com
aumento de IL-4 e IL-5, juntamente com baixos niveis de IFN-y, TNF-a e IL-12.
Apresentam também, no periodo inicial da infec¢do, nimero elevado de eosinéfilos no

sangue periférico e em bidpsias de linfonodos.

Ao contrério, individuos portadores da PCM-infeccao apresentam proliferacdo de linfocitos
bastante acentuada a antigenos do fungo, teste cutaneo positivo, auséncia de anticorpos e
padrao de resposta Thl com produgdo de IFN-y, IL-2, TNF-a e IL-12, e niveis basais de
IL-4, IL-5 e IL-10.
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Ja os pacientes com a forma adulta apresentam resposta imune celular preservada, com
teste cutineo que variam de acordo com a forma unifocal ou multifocal da doencga. De

modo geral, produzem menores niveis de IL-4 e IL-5 e niveis aumentados de TNF-a e

IL-12.

Esses resultados nos permitiram situar a forma adulta da paracoccidioidomicose como
intermedidria entre o padrdo Th2 de resposta imune apresentado pela forma juvenil e o

padrao Th1 desenvolvido pelos individuos portadores da PCM-infeccao.
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ABSTRACT



We studied the clinical-seroepidemiological characteristics of patients with
paracoccidioidomycosis (PCM) attended at the University Hospital at UNICAMP
(Campinas, Sao Paulo, Brazil). The study group consisted of 584 individuals (492 M, 92 F)
with ages ranging from 5 to 87 years. The highest incidence of the disease occurred
between the ages of 41 and 50 years for men and 11 and 40 for women. Rural activities
were the principal occupation of 46% of the patients. The diagnosis was confirmed by
histopathological examination and by demonstration of fungus in scrapings, secretions or in
the sputum. Serological tests for PCM were positive in 80% of the 584 patients studied.
The significant number of patients, including 33 children under 14 years old, is an
indication of the fungus’ presence in the area and indicates that this region is an important
endemic area for paracoccidioidomycosis. Cellular immune response to Paracoccidiodes
brasiliensis antigens (PbAg) was evaluated in patients with the juvenile (JF) and adult (AF)
forms of paracoccidioidomycosis (PCM) as well as in a group of infected individuals living
in the endemic area but without any clinical manifestation of the disease. The immune
profile of this group of PCM-infected (PI) individuals was characterized by: 1) a positive
skin test to P. brasiliensis antigen, 2) absence of specific antibodies, 3) a vigorous
lymphoproliferative response to PbAg, and 4) a typical Thl pattern of cytokines, with
production of IFN-y, IL-2, IL-12 and TNF-a and basal levels of 1L-4, IL-5 and IL-10.
At the opposite end of the spectrum were the JF patients whose proliferative response to
PbAg was significantly impaired and whose cytokine pattern was characteristically Th2,
1.e., lower IFN-y TNF-a and IL-12 secretion and significantly higher levels of IL-4 and
IL-5. These profiles are compatible with forms of higher and lower resistance, respectively.
Intermediate immune responses were observed in AF patients, whose specific
lymphoproliferative response was lower than in the PI group but higher than in the JF
patients. The secretion of IFN-y and IL-10 did not differ from the JF group, although 1L-4
and IL-5 levels were significantly lower, and TNF-a and IL-12 higher. Since AF patients
are able to control fungal dissemination for decades, they can be considered more resistant

than JF patients, who manifest the disease soon after infection.
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Existem hoje mais de 10 milhdes de pessoas infectadas com o fungo
Paracoccidioides brasiliensis, agente etiologico da paracoccidioidomicose (PCM), micose
sist€tmica de maior prevaléncia na América Latina (MC EWEN et al, 1995). A maior
casuistica da doenca € registrada no Brasil, com mais de 80% dos casos, seguida da
Argentina, Venezuela e Colombia (LACAZ et al, 2002). Atinge individuos moradores de
zonas suburbanas e mesmo urbanas de todas as profissdes, mas principalmente

trabalhadores rurais e da construcao civil (RESTREPO, 1985; COUTINHO et al, 2002).

A PCM ¢ apontada como a 8" causa de morte entre as doengas infecciosas e
parasitarias predominantemente cronicas, apresentando a mais elevada taxa de mortalidade
entre as micoses sistémicas, sendo comparada as grandes endemias como a doenca de
Chagas, tuberculose, malaria, esquistossomose, sifilis € hanseniase. As regides Sudeste e
Sul do Brasil apresentaram, no periodo de 1980 a 1995, as maiores taxas de mortalidade
pela doenca (COUTINHO et al, 2002), com média anual de 1,45 por milhdo de habitantes,
sendo que somente o Estado do Parana apresentou 53,2% das mortes por PCM registradas

na regido (FUNASA, 2000).

A incidéncia da doenca ndo é homogénea dentro da 4drea endémica, na qual a
estimativa anual é de 3 casos por 100 mil habitantes. Tal variagdo pode ser observada no
Norte do Estado do Rio Grande do Sul, onde a incidéncia é de 6,6 casos por 100 mil
habitantes, enquanto que na regido Sul do pais, € de 1,7 (LONDERO e RAMOS, 1990;
WANKE e LONDERO, 1994).

A insercdo da doenga como um grave problema de satde publica reside no fato
de acometer principalmente homens na fase mais produtiva da vida, visto que 84,75% dos
casos ocorre entre 30 e 59 anos (NEGRONI, 1993; WANKE e LONDERO,1994). O alto
custo social e econdmico € devido ndo s6 a doenca em atividade, mas as seqiielas
secunddrias a infec¢do, que incapacitam o individuo para o trabalho (BARBOSA, 1991;

BRUMMER, et al, 1993; MOTA, 1996).

O Paracoccidioides brasiliensis € um fungo dimorfico saproéfita do solo, de
habitat natural ainda desconhecido (MC EWEN et al, 1995), reproducdo assexuada e com

N

crescimento filamentoso lento a temperatura ambiente. Nos tecidos do hospedeiro ou
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cultivado a 37°C, cresce em 1 a 2 semanas, formando coldnias leveduriformes com dupla

membrana, bastante refringentes, com aspecto caracteristico de roda de leme (FRANCO

et al, 1989; SAN-BLAS, 1993).

Na natureza, o fungo se apresenta como estruturas filamentosas, contendo
propagulos infectantes chamados conidios; sua estrutura antigénica é complexa e diferentes
componentes exocelulares t€ém sido isolados, como a glicoproteina de peso molecular 43
kDa, conhecida como gp43. As cepas do P. brasiliensis variam quanto a viruléncia devido
as diferencas entre os polissacarideos da parede celular. Entretanto, podem existir outros
fatores envolvidos na patogenicidade do fungo, como enzimas que degradam compostos da
matriz extracelular, ajudando o microrganismo a invadir os tecidos (SAN-BLAS e

SAN-BLAS, 1977).

O P. brasiliensis é encontrado predominantemente em regides de clima timido,
com temperaturas médias de 17 a 24°C, alto indice pluviométrico, altitude média, solo
dcido e vegetacdo densa, como florestas tropicais e subtropicais (RESTREPO, 1985;

BRUMMER et al, 1993).

O longo periodo de laténcia da doenca impede a determinacdo precisa do local
onde foi adquirida, fato que levou BORELLI (1972) a propor o termo “reservirea”, para
localizar o habitat natural do fungo, onde se adquire a infecc@o primdria. Atualmente, o uso
de fungicidas agricolas tem dificultado ainda mais o isolamento do P. brasiliensis do seu
ambiente natural (ONO, 2000). O conceito de reservarea € distinto de drea endémica, que

se refere ao local onde a micose é diagnosticada e onde se encontra a maioria dos doentes.

O desmatamento acelerado e o revolvimento do solo para plantio deixam o
fungo em suspensdo na atmosfera, facilitando a contaminacdo humana e favorecendo a
formacdo de dreas hiperendémicas, com as mais altas percentagens de adultos jovens
infectados (GIMENEZ, 1998; FONSECA et al, 1999). Algumas cepas de Paracoccidioides
brasiliensis foram isoladas de plantagdes de café, em solo mineiro, reforcando a hipétese da

aquisi¢do da infecg@o durante atividades na agricultura (SILVA-VERGARA et al, 1998).
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Acredita-se que a infec¢do por P. brasiliensis se da por via respiratéria, pela
inalagdo de conidios que se transformam em leveduras, parasitando os tecidos do
hospedeiro (FRANCO et al, 1987). A partir dai, pode ocorrer disseminac¢do fungica por via
linfatica ou hematogénica, quando o parasita adere e penetra o endotélio dos vasos
sanguineos para invadir tecidos mais profundos (KULLBERG e ANAISSIE, 1998). A
infeccdo priméria pode regredir com a destrui¢do do fungo, permanecer na forma latente
com organismos vidveis ou progredir comprometendo outros locais do organismo do
hospedeiro, levando ao aparecimento dos sintomas. A progressdao de infec¢do para doenca
depende do tamanho do indculo, da patogenicidade e viruléncia do fungo, bem como da
qualidade e integridade dos mecanismos de defesa do hospedeiro (BRUMMER et al, 1993).
Alguns fatores de risco parecem estar associados a doenca, como o tabagismo e etilismo

(LONDERO e RAMOS, 1990; MARTINEZ e MOYA, 1992).

A aparente resisténcia das mulheres a doenca é devido a presenca de niveis
adequados do hormonio estradiol, que inibe a transformagdo de micélio para a forma
infectante de levedura (RESTREPO et al, 1984; SALAZAR et al, 1988; SEVERO et al,
1998).

Grande parte dos individuos que entram em contato com o fungo consegue
conter a infeccdo e nao desenvolver a doenca. Esse fato é evidenciado pela alta taxa de
moradores de dreas endémicas que apresentam teste cutineo de hipersensibilidade tardia
(HTT) positivo para antigenos do fungo, mas ndo apresentam qualquer sintoma da doenca
(BETHLEM et al, 1999; WANKE e LONDERO, 1994). Essa condi¢do, denominada
PCM-infec¢do, é muito mais comum do que a PCM-doenca, embora ndo estejam
estabelecidos os indices precisos dessa relagdo (SOUTO et al, 2000). Alguns estudos
mostram que o indice de infeccdo varia em diferentes populagdes dentro de dareas
endémicas (2 a 60% de positividade), com maior incidéncia em comunidades rurais

(RESTREPO, 1985; CADAVID e RESTREPO, 1993).

Quando a doenca se estabelece, € caracterizada por um largo espectro de
manifestagdes clinicas, agrupada em 2 formas principais e polares: a forma adulta ou
cronica (FA), geralmente mais localizada e menos agressiva, e a forma juvenil (FJ) ou

aguda, mais grave e disseminada. Em ambos os casos a imunidade celular apresenta-se
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comprometida, e a auséncia de terapia especifica leva a altas taxas de mortalidade,

principalmente em criancas (BENARD et al, 1996; LACAZ, 2002).

A forma juvenil ocorre em criancas e adultos jovens de ambos os sexos,
representando menos de 10% da casuistica geral da doenca. A avaliacdo clinica desses
pacientes evidencia a presenga de adenomegalia, hepatoesplenomegalia e eventual
disfun¢do de medula 6ssea, simulando doencas linfoproliferativas. Nestes casos a evolugdo
da doenca € rdpida, com febre, emagrecimento e comprometimento do sistema

fagocitico-mononuclear (figado, bago, linfonodos e medula 6ssea).

Os pacientes de forma juvenil apresentam resposta imune humoral preservada,
com aumento da producdo de anticorpos especificos do tipo IgA, IgE e IgG4 (BENARD
et al, 2001; MAMONI et al, 2002), enquanto a resposta imune celular a antigenos do fungo
estd severamente deprimida (MOTA et al, 1985; MUSATTI et al, 1994; BENARD et al,
1996). A andlise histopatoldgica das lesdes mostra reacdo inflamatéria com formagdo de
granulomas frouxos, observando-se multiplicacdo ativa do fungo dentro das células

fagocitarias (FRANCO et al, 1987).

A forma adulta ou crénica ocorre em aproximadamente 90% dos pacientes, com
progressdo lenta e insidiosa, podendo levar meses ou anos para se estabelecer, como
resultado da reativacdo de um foco latente da infec¢do fingica. A forma cronica pode ser
leve, moderada ou grave, com lesdes que variam desde uma ulceracio oral isolada até o
envolvimento pulmonar difuso. Pode apresentar-se de forma localizada (unifocal), sendo o
pulmio o 6rgdo mais atingido, mostrando muiltiplas lesdes em todo o trato respiratdrio e

manifestacdes clinicas como tosse, expectoracao e dispnéia a esforgos.

A forma crénica multifocal atinge mais de um O6rgdo ou sistema, além dos
pulmdes, apresentando sintomas variados com lesdes na mucosa oral, nasal, pele,
linfonodos, e em menor escala nas glandulas adrenais, intestinos e sistema nervoso central
(FRANCO et al, 1987, BRUMMER et al, 1993). A resposta imune humoral caracteriza-se
pela producgdo de niveis elevados de anticorpos do tipo IgG1 na forma cronica unifocal, e
de IgG4 e IgE na forma multifocal (MAMONI et al, 2002). Pacientes com a forma cronica

geralmente apresentam teste intradérmico positivo e achados histopatolégicos mostrando
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granulomas epitelidides compactos, que circundam as lesdes e dificultam a multiplicagao

do fungo (MONTENEGRO, 1986).

O diagnéstico laboratorial definitivo da doenca € obtido pela andlise
anatomopatoldgica de bidpsias ou pelo achado do fungo no exame micolégico direto em
materiais clinicos. Nestes exames, que sdo de facil execucdo e resultados rdpidos, o
P. brasiliensis mostra morfologia variada com brotamentos simples ou multiplos (LACAZ
et al, 2002). O isolamento do fungo pode ser feito através de cultura em meios especificos,
com crescimento entre 7 a 10 dias, quando incubados a 37°C ou de 20 a 30 dias, quando

mantido a temperatura ambiente (MATTOS et al, 1991).

A intradermorreacdo € de grande valor na realizacio de inquéritos
epidemioldgicos para avaliar a incidéncia da PCM-infeccao, indicando que o contato com o
fungo € freqiiente durante as duas primeiras décadas da vida (LONDERO e RAMOS, 1990;
MANGIATERRA et al, 1996). E dtil também no diagndstico e na avaliacio do estado
imunol6gico do paciente, pois a reversdo do teste negativo pds-terapia indica resposta
imune celular restaurada (BRUMMER et al, 1993; WANKE e LONDERO, 1994,
SILVA-VERGARA, 1998). Atualmente, o antigeno mais utilizado para as reagdes
intradérmicas € a gp43 purificada do P. brasiliensis, que apresenta resposta superior aquela

obtida com o antigeno polissacaridico de Fava-Neto (SARAIVA et al, 1996).

A deteccdo de anticorpos especificos contra o fungo é um valioso auxilio no
seguimento terapéutico, seja para avaliar a resposta satisfatéria ao tratamento com a queda
de titulos de anticorpos, seja para verificar o diagndstico de recidiva. Neste caso, a elevagao
do titulo de anticorpos costuma preceder a piora clinica (TABORDA e CAMARGO, 1993;
BLOTTA e CAMARGO, 1993).

Preparacdes antigénicas distintas t€ém sido empregadas nas técnicas soroldgicas,
mas a gp43 € a mais indicada, por tratar-se de um antigeno purificado e reconhecido por
anticorpos presentes no soro da grande maioria dos pacientes com PCM (BLOTTA e
CAMARGO, 1993; TABORDA et al, 1998; SOUZA et al, 2000). A detec¢do de anticorpos
contra o P. brasiliensis pode ser realizada por diversas técnicas soroldgicas: reacdo de

fixacdo do complemento (FAVA NETO, 1955), imunodifusdo radial dupla (RESTREPO,
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1966; CAMARGO et al, 1988a), contraimunoeletroforese (CONTI-DIAS et al, 1973),
reacdo de hemaglutinacio (TABORDA e CAMARGO, 1993), ELISA de captura
(CAMARGO et al, 1994) ¢ Western blot (CAMARGO et al, 1988b; BLOTTA e
CAMARGO, 1993), entre outras.

7z

A imunodifusdo dupla é o teste soroldégico mais utilizado devido a sua
especificidade, baixo custo, facilidade de execugdo e resultados rapidos (CAMARGO et al,
1998). Demonstra especificidade de 100% em pacientes com PCM, sendo recomendada
como prova de triagem e permitindo o diagndstico mais precoce da infeccdo (BLOTTA,

1993).

Os testes enzimaticos (ELISA) sdo de facil execucdo, podendo fornecer
resultados quantitativos, embora possam apresentar reatividade cruzada em pacientes que
apresentam outras micoses como histoplasmose, aspergilose e doenca de Jorge Lobo
(MENDES-GIANNINI et al,1990; BRUMMER et al, 1993). Os testes de ELISA e Western
blot descritos atualmente, apresentam os melhores indices de sensibilidade, variando de

acordo com a preparacao antigénica e a técnica empregada.

CAMARGO et al (1994) utilizaram anticorpos monoclonais anti-gp43 para
descrever um teste imunoenzimdtico de captura, capaz de detectar anticorpos com
sensibilidade 20 vezes maior do que a técnica de ELISA tradicional. O Western blot apesar
de mais especifico, € um método ainda pouco utilizado, por apresentar resultados
semiquantitativos e procedimento mais complexo. No entanto, essa metodologia
mostrou-se adequada para acompanhamento sorolégico de pacientes durante o tratamento,

tanto na forma aguda como crénica da PCM (BLOTTA, 1993).

A deteccdo de antigenos circulantes pela técnica de ELISA, no soro (GOMEZ
et al, 1997, 1998) e na urina (SALINA et al, 1998), vem sendo utilizada para fins
diagndsticos (quando a deteccdo do anticorpo ndo € conclusiva), acompanhamento da
doenca e verificacdo da eficicia terapéutica (FREITAS DA SILVA et al, 1992). Técnicas
de Biologia Molecular sdo as novas alternativas para o diagndstico da PCM, e consistem na
deteccao de seqiiéncias do fungo tanto em material clinico (GOMES et al, 2000), como em

animais experimentais (GOLDANI e SUGAR, 1998).
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Quando o fungo invade os tecidos, a interacao dos antigenos liberados com o
sistema imune do hospedeiro causa uma resposta celular ou humoral que tem importancia
fundamental no desenvolvimento da doenga. Na PCM a resposta imune celular €
considerada o principal mecanismo de defesa contra o parasita (PERACOLI et al, 1991;
CANO et al, 1995), enquanto anticorpos especificos produzidos em grandes quantidades

nao conseguem conferir protecdo a doenca (BENARD et al, 2001).

O estudo da relagdo parasita-hospedeiro na PCM mostrou que mecanismos de
defesa naturais como o sistema complemento, as células NK e a fagocitose realizada pelos
macréfagos e neutréfilos, além do controle genético de resisténcia e suscetibilidade ao
parasita, t€m importante papel na defesa precoce contra o P. brasiliensis (FRANCO, 1987;

KULLBERG e ANAISSIE, 1998; KURITA et al, 2000).

Camundongos inoculados com o P. brasiliensis constituem excelente modelo
experimental para estudo da PCM, pois diferem quanto a resisténcia e suscetibilidade a
infeccdo. Linhagens B10 s3o extremamente suscetiveis apresentando altas taxas de
mortalidade, enquanto camundongos A/J e A/Sn apresentam maior resisténcia a doenca

(CANO et al, 1995, 1998; CALICH e KASHINO, 1998).

Animais sensiveis a infeccdo, produzem altos niveis de anticorpos IgA, IgM,
IgG1 e IgG2b especificos ao parasita (CALICH et al, 1994, 1998; CANO et al, 1995), de
maneira semelhante a forma juvenil da doen¢ga humana, na qual predominam anticorpos
IgG4 e IgE (BAIDA et al, 1999; MAMONI et al, 2002). As formas mais graves da doenca
levam a ativacdo policlonal de linfécitos B (CHEQUER-BOU-HABIB et al, 1989) e a
depressdo da imunidade mediada por células, com resposta de HTT e linfoproliferacao a
mitégenos diminuidas (CASTANEDA et al, 1988; ROBLES et al, 1990), semelhantes a
anergia descrita na doenca humana (MUSATTI et al, 1976; MOTA et al, 1985; BENARD
et al, 1995). Além disso, apresentam ativacdo ineficiente de macréfagos com expressao
transitéria de antigenos classe II e niveis de antigenemia aumentados (GARCIA et al,1994;

CALICH et al, 1994; CANO et al, 1995).
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Por outro lado, camundongos resistentes a infeccao pelo P. brasiliensis
apresentam imunidade celular eficiente com teste cutaneo de HTT positivo a antigenos do
fungo. Nestes animais macrofagos sdo ativados de forma mais efetiva, inibindo a
transformacgdo dos conidios fiingicos em leveduras e conseguindo conter a infec¢do através
da produgio de peréxido de hidrogénio (CANO et al, 1998) e 6xido nitrico (GONZALES
et al, 2000).

Além disso, camundongos resistentes produzem baixos niveis de anticorpos
especificos da classe [gG2a e 1gG3 (KASHINO et al, 2000), similares a pacientes com a
forma adulta da doenca, que apresentam maiores quantidades de IgG1 e IgG2 (BAIDA
et al, 1999; MAMONI et al, 2002).

Diferentes citocinas podem influenciar na producao de diferentes isotipos de
anticorpos, modulando a resposta imune. Em camundongos o switch para a produgdo de
IgG2a tem sido associado a presenca de IFN-y, assim como a IL-4 influencia a produgdo
de IgGl e o TGF-B controla a sintese de IgA e IgG2b (ESSER e RADBRUCH, 1990;
FINKELMAN et al, 1990; BANCHERAU e ROSSET, 1992).

A resposta imune efetora é uma conseqiiéncia da ativacdo preferencial das
populacdes Thl ou Th2. Em modelos experimentais de infeccdes fungicas, o
desenvolvimento da prote¢do estd associado com o perfil de citocinas Thl, enquanto a
presenca de citocinas do tipo Th2 tem sido relacionada ao desenvolvimento de doencas
cronicas mais graves (MOSMANN e COFFMAN, 1989; ROMANI et al, 1994). Essa
dicotomia na producdo de citocinas que preferencialmente aumentam a resposta imune
celular ou humoral, tem ajudado a melhor compreensdo dos mecanismos imunolégicos

envolvidos no controle de varias doengas infecciosas (O’GARRA, 1996).

A resposta protetora do tipo Th1 é dependente de citocinas como IFN-y, TNF-a
e IL-12, sendo esta considerada de maior importancia na diferenciacdo desse tipo celular.
Na PCM e em outras micoses sistémicas como histoplasmose (ZHOU et al, 1995) e
coccidioidomicose (MAGEE e COX, 1996), a produg¢do de citocinas ativadoras de

macréfagos € essencial para a defesa do hospedeiro.
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A TL-12 € a principal citocina inflamatéria produzida por células fagociticas,
linfécitos B e outras células apresentadoras de antigeno, modulando a resposta imune e
fornecendo um elo importante entre resisténcia inata e adaptativa (TRINCHIERI, 1993;
HINO et al, 2000). Uma das atividades fisiolégicas mais importantes dessa citocina, €
induzir a producdo de IFN-y por células T e NK (D’ ANDREA et al, 1992) e aumentar a
atividade citolitica dessas células e de macréfagos, contra vdrios patégenos intracelulares

(TRINCHIERI, 1994; COHEN e COHEN, 1996).

ROMANO et al (2002) demonstraram que a adi¢do de IL-12 em culturas de
células mononucleares de pacientes com PCM aumentava a produgdo de IFN-y, e quando
adicionadas em culturas junto com anti-IL-10, aumentava também a resposta
linfoproliferativa frente a antigenos do fungo. Na PCM murina, o efeito protetor da 1L-12
estd associado a diminui¢do dos niveis de IL-4 e IL-10, citocinas do tipo Th2 (CALICH e
KASHINO, 1998).

O IFN-y estimula a producdo de IL-12 e outras citocinas inflamatérias por
células fagociticas, participando de um mecanismo de retroac@o positivo, amplificando a
resposta inflamatéria nas infec¢des. E considerado o principal ativador de macréfagos
(KULLBERG e ANAISSIE, 1998), estimulando a producdo de TNF-o e a destruicao
intracelular do P. brasiliensis através de mecanismo ndao dependente de oxigé€nio

(BRUMMER et al, 1988).

A administragdo de IFN-y recombinante potencializa a fagocitose de leveduras
de P. brasiliensis, impedindo o progresso da infeccdo (CANO et al, 1992), enquanto a
neutralizacdo dessa citocina induz a exacerbacdo da infeccdo pulmonar, a disseminacdo
fingica precoce para outros 6rgaos, a diminui¢do de resposta de HTT e o aumento nos
niveis de anticorpos IgGl e IgG2b (CANO et al, 1998; ARRUDA et al, 2002). Estudo
recente com células mononucleares do sangue periférico de pacientes com PCM,
demonstrou que a produgdo de IFN-y estd diminuida durante a doenca ativa e pode ser

restaurada pds-tratamento (KARHAWTI et al, 2000).

ALMEIDA et al (1998) observaram que, em camundongos resistentes,
antigenos de P. brasiliensis sdo preferencialmente apresentados por macréfagos,

estimulando a producgdo de citocinas Thl, como IFN-y, IL-2 e TNF-a, associadas a baixa
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quantidade de TGF-p. Estes achados sdo concordantes com CALICH e KASHINO (1998) e
KASHINO et al (2000), que detectaram altos niveis de IFN-y e IL-2 j4 no inicio da infec¢ao

experimental.

O TNF-a € uma citocina produzida por mondcitos e macréfagos estimulados
por endotoxinas ou ativada pelo IFN-y, com o qual atua sinergisticamente. Estimula células
T e os proprios macréfagos no combate a infeccdo, tem agdo citotoxica para certas células
tumorais e efeitos imunorregulatérios na ativacio de PMN (MARTIN-OROZCO et al,
2001). O TNF-o aumenta a atividade fungicida de mondcitos humanos estimulados com
antigenos de parede celular do P. brasiliensis (ANJOS et al, 2002) e de macréfagos de
hamsters infectados (PARISE-FORTES et al, 2000), limitando a disseminag¢ao flingica.

Por outro lado, camundongos suscetiveis a infeccdo por P. brasiliensis
apresentam producdo inicial de citocinas inibitérias como IL-5, IL-10 e TGF- e baixa
quantidade de IFN-y, condi¢des pouco favordveis para uma resposta imune eficiente contra
o fungo (CALICH e KASHINO, 1998; KASHINO et al, 2000). Nestes animais, a produ¢ao
de grandes quantidades de IL-10 durante todo o curso da infeccdo sugere que a
apresentacdo do antigeno seja feita via células B, que leva a uma forte ativagdo da
subpopulacdo Th2, por meio da inibicdo da sintese de IL-12 (MASON, 1996; COHEN e
COHEN, 1996; ALMEIDA, et al, 1998).

A IL-10 é uma citocina produzida por macréfagos, linfécitos Th2 e células B,
que apresenta propriedades anti-inflamatérias, suprimindo a produgdo de IL-1, TNF-a e
quimiocinas (DINARELLO, 2000; OPAL e DE PALO, 2000). Inibe vérias funcdes de
macrofagos como atividade microbicida, secrecdo de citocinas e apresentagdo de antigenos,

pela diminuicdo da expressao de moléculas MHC classe II e de moléculas coestimulatdrias

(BOGDAN et al, 1991; OPAL e DE PALO, 2000).

Tem sido demonstrado que a IL-10 e o TGF-[3 atuam em conjunto na supressao
da sintese de NO por macréfagos ativados, inibindo a capacidade microbicida dessas
células (GAZINELLI et al, 1992; OSWALD et al, 1992). BENARD et al (2001)
verificaram que células mononucleares do sangue periférico de pacientes com PCM

produzem altos niveis de IL-10, contrastando com menores niveis de IL-2 e IFN-y.
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Em trabalho anterior, nosso grupo verificou que pacientes com a forma juvenil
da paracoccidioidomicose apresentam niveis séricos elevados de citocinas inibitérias da
resposta celular como o TGF-f, além de anticorpos da classe IgG4 e IgE, sugerindo a
participacdo da resposta Th2 nesta forma da doenca (MAMONI et al, 2002). Este padrao
também foi observado em pacientes com a forma adulta multifocal, nos quais a doenca €
mais grave e disseminada. Por outro lado, pacientes com a forma unifocal, cujo
desenvolvimento € mais lento e benigno, produzem anticorpos da classe IgGl, nao

permitindo uma caracteriza¢cdo imunoldgica muito definida.

Além das formas clinicas j4 descritas, a PCM também pode ocorrer na forma de
infeccdo, em individuos moradores da zona endémica, caracterizada por teste cutaneo

positivo a antigenos do fungo e auséncia de sintomas da doenca.

Na esquistossomose humana foi descrito o grupo normal endémico, composto
por individuos que moram na zona endémica, tém contato freqiilente com d&dgua
contaminada, mas apresentam pesquisa de ovos de S. mansoni nas fezes repetidamente
negativa. Estes individuos ndo desenvolvem a doencga, embora tenham tido contato com o
parasita, comprovado pela presenca de anticorpos especificos no soro e resposta
linfoproliferativa positiva a antigenos do verme (RUMBLEY et al, 1999). Por essas razoes,
alguns autores consideram que o grupo normal endémico representa uma forma de
resisténcia, assim como descrito na filariose (DAY, 1991), na qual uma eficiente resposta
imune associada a producdo de IFN-y, provavelmente bloqueia o desenvolvimento da

doenca (VIANA et al, 1994).

A partir desses dados, foi nosso objetivo caracterizar o grupo PCM-infeccao
quanto a resposta imunoldgica, verificando se essa seria a forma de resisténcia da doenca,
em comparagdo aos pacientes com a forma adulta e juvenil. Os individuos com
PCM-infec¢do foram selecionados na zona endémica de Campinas, utilizando como ponto
de partida o domicilio dos pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da UNICAMP,

principalmente criancas, consideradas marcadores epidemioldgicos.
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O objetivo geral do presente trabalho foi estudar a epidemiologia e as
caracteristicas clinicas e imunoldgicas de pacientes com paracoccidioidomicose da regidao

de Campinas. Em um primeiro estudo, foi analisado:

- as caracteristicas gerais dos pacientes, como sexo, idade e ocupagdo

principal;

- aincidéncia da doenca na cidade de Campinas e regiao;

- os fatores de risco, sinais e formas clinicas da PCM.

A seguir, as -caracteristicas imunoldgicas da doenca foram avaliadas
comparando-se a resposta imune celular de pacientes com a forma aguda e cronica da
paracoccidiodomicose, de individuos infectados que nao desenvolveram a doenca e

controles normais saudaveis. Para tanto, foi estudado:

- 0 padrdo de resposta linfoproliferativa aos antigenos do fungo e

- aprodugdo de citocinas do tipo Th1l e Th2.

Objetivos
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Abstract.

This paper describes the clinical-seroepidemiologic characieristics of patients with paracoccidioidomy-

cosis (FCM) who visited the University Hospital at the State University of Campinas (Campinas, Sic Paulo, Brazil).
The study group consisted of 584 individuals (492 males and 92 females) with ages ranging from 5 to 87 years. The
highest incidence of the disease occurred between the ages of 41 and 50 years for men and between 11 and 40 years
for wormmen. Rurat-activities were the principal occupation of 46% of the patients. The diagnosis was confirmed by
histopathologic examination and demonstration of fungus in scrapings, secretions, or in the sputum. Serologic test
results for PCM were positive in 80% of the 584 patients studied. The significant number of patients, including 33
children less than 14 years cld, indicates the presence of the fungus in the area and that this region is an important

endemic area for PCM.

Paracoccidicidomycosis (PCM) is a systemic mycosis
caused by the thermally dimorphic fungus Paracoccidicides
brasiliensis. Almost al! South and Central American coun-
tries have large regions where PCM is endemic, particularly
in Brazil, Colombia, Venezuela. and Argentina. The disease
has a Hmited geographic distribution from 23°N (southemn
Mexico) 1o 34.5°S (Argentina and Uruguay).! The endemic
areas have mild temperatures (17-24°C), moderate rainfall
¢900~1,810 mm/year), abundant forests, numerous small riv-
ers, and indigenous trees, and a short winter and rainy sum-
mer? -

This disease typically manifests between the third and
sixth decades of hfe. Two main clinical forms of the disease
are recognized by the International Committee for PCM.?
namely, an acute or subacute form and a unifocal or multi-
focal chronic form. The acute form affects young patients
of both sexes and involves mainly the reticuloendothelial
system, whereas the chronic form, is most prevalent in adult
males and has a predominant pulmonary and/or mucoctta-
neous involvement.* S The higher frequency of the disease
in men was initially attributed to their more intense exposure
to the fungus’ habitat (soil) through agricultural work. This
disease is less frequent in females once they reach puberty
because of the protective role of estrogen. This female hor-
mone inhibits the wransition of conidia-mycelial propagules
o the yeast form, a critical siep in the pathogenesis of the
disease.®7

Since the reporting of PCM is not compulsory, it is dif-
ficult 1o establish the real prevalence of the disease. How-
ever, cwgrent dara indicate a high incidence in Brazil, partic-
ularly in the State of $30 Paulo and the surrounding southern
region, where there are various specialized health centers or
hospitals.

Patients suspected of having a systeric mycosis are usu-
ally sent to general hospitals where they undergo a precise
diagnosis and are advised about how to treat the condition.
The University Hospital at the State University of Campinas
(UH-UNICAMP), which is located in Campinas, a.city of
approximately 1 million inhabitants in Sdc Paule State,
serves 5 million people throughout the region.

The gold standard for the diagnosis of PCM is the direct

390

visualization of characteristic multiple-budding cells in bio-
logical fluids and tissue sections, or isolation of the fungus
from human specimens. Sercjogic tests generally provide re-
sults earlier than cuiture and histopathology and can be of
great use in diagnosing of the disease. The most common
test for this purpose is the immunodiffusion test (ID), which
uses a standardized exoantigen (Ag7) prepared from a 7-day
cultare of P, brastliensis B339 strain.® The 1D test with Ag7
has a sensitivity of 97.1% and is specific when used with a
reference serum. However, the lack of a serologic response
does not exclude PCM, particularly in immunocompromised
patients.

This paper describes the clinical-seroepidemiologic char-
acteristics of patients with PCM who visited UH-UNICAMP
and indicates that the Campinas region is an important en-
demic area for PCM.

MATERJALS AND METHODGS

The study was approved by the University of Campinas
Medical Science School Research Ethical Committee. In-
formed consent was not necessary because the study was
retrospective and no personal identifiers were used.

Sera. Sera from patients suspected of having PCM were
sent 1o the Clinical Pathology Laboratory at UH-UNICAMP
for serologic analysis over a period of 8 vears (1988-1996).

Antigen preparation. A lyophilized exoantigen was pre-
pared from a yeast-form culture of P. brasiliensis B-339 as
described previously.® A peptone-rich medium supplemented
with thiamine and asparagine was used. After a 7-day in-
cubation, the cells were killed with merthiotate (0.2 g/L.),
left at 4°C overnight, and then filtered through filter paper.
The crude filtrate was concentrated under vacuumn at 45°C,
diaiyzed for 48 hr against distilled water, and lyophilized.
This preparation is rich in gp43, the 43-kD glycoprotein that
is the immunodominant and specific melecule for use in the
immunodiffusion tests.?

Immunediffusion. This assay was performed as described
elsewhere.* Briefly, 2 3-mi portion of 2 1% solution of aga-
rose in phosphate-buffered saline was poured onto a glass
siide (75 X 25 mm). The pattern for the microimmunodif-
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Firoure | Distribution of patients with paracoccidioidomycosis
according to sex and age {years).

fusion test consisted of a cestral well surrounded by six
wells, each 3-mm in diameter The central well was filled
with 10 ul of antigen, while the others received 10 ul of
serum. The slides were incubated overnight in a moist cham-
ber at room temperatare {20-25°C), washed for 1 br in 5%
sodium citrate aad then for 24—48 hr in saline. The slides
were subsequently dried, stained for 3-5 min with 0.15%
Cornassie brilliant blue (Sigma, St. Louis, MQ) in ethanol-
acetic acid-water {(4:2:4 {v/v]), and destained in this solvent
mixtore without dye whenever necessary. The slides were
air-dried and the precipitin lines were recorded.

Clinical and epidemioclogic data. The age, sex, area of
residency, occupation, clinical forms of the disease, risk fac-
tors (alcoholism and tobacco smoking), chest radiographic
findings. histepathologic findings, and the results of direct
examination of clinical specimens were obtained from the
medical records of each patient.

RESULTS

Epidemiological data. The study group consisted of 584
individuals (492 males and 92 females) with ages ranging
from 5 to 87 years. The highest incidence of the disease
occurred between the ages of 41 and 30 years for men and
11 and 40 years for women (Figure 1). The maie:female ratio
was 5.4:1. A predominance of males is characteristic of
PCM, although the number of women in this particular
group was high (16%) compared with other reports.'® Most
of the patients (90%) lived in S#o Paulo State (Table 1),
mainly in counties around Campinas (Table 2 and Figure 2).

Rural activities were the principal occupation of 46% of
the patients, although only 120 subjects were actually in-
volved with these activities when the symptoms appeared.
“The second rmain professional activity was bricklaying and
masonry (Table 3).

Laboratory data. Serologic test results for PCM were
positive in 80% of the 584 patients studied, with titers rang-
ing from §:2 1o I: 4,096. The diagnosis was confirmed by
histopathologic examination of tegumentary, ganghionary
and pulmonary biopsies, and by demonstratior of fungus in
tegumeniary lesions scrapings, lymph node secretions, of in
the sputum {direct examination) {Table 4). For 20% of the
patients, a positive serclogy was the only Ilaboratory evi-
dence of the disease and, together with clinical and epide-
miologic findings compatible with PCM, was degisive fora

TABLE 1

Brazilian states from which the patients with paracoccidicidomy-
cosis came

Stare No. of patients %
Séc Paulo 524 89.7
Minas Gerais 50 8.5
Rondénia 3 0.5
Matc Grossc 2 &3
Bahia I 0.2
Mate Grosse do Sul 1 G2
Parana i 0.2
Pernambuco i 0.2
Rio de Janeiro i Q.2

Tozat 584 100

i

correct diagnosis. Radiographic results aiso contribated to
the diagnosis in 14 patients. The patients with negative se-
rology (20%) consisted of immunosuppressed subjects or in-
dividuals under treatment (7%} as well as patients with ac-
tive disease (13%).

Clinical data, The mair complaints that initially led the
patients 10 seek medical help were oral ulceration, pain in
the mouth and throat, coughing with expectoration, and dys-
priea.

The patients were classified as having one of the two
forms of the disease (acute or chronic). Mucosal invelve-
ment was predominant followed by pulmonary, ganglionary,
and tegumentary complications in both the isolated and dis-
serninated chronic forms (Table 5). Most (~80%) of the pa-
tients lost weight (up to 10-15 kg) during the course of the
disease. Six wormen were pregnant during treatment for PCM
and in one case the fungus was found in the placenta, but
the child was not infected.!' In young individuals (< 30
years old, 21%), the reticuloendothelial system was severely
affected and the disease showed an acute course. The most
relevant associated pathologies were tuberculosis, Addison’s
disease, cancer, and autoimmune diseases.

DISCUSSION
This study invelved 584 patients with PCM who visited
UB-UNICAME The male:female ratio of 5.4:1 was lower

TagLe 2

Residency of patients with paracoccidioidomycosis in 530 Paulo
Statg, Brazil

Micro-regions No. of patients o
Campinas 351 47.9
Sio Jodo da Bea Vista 62 11.9
Limeira 60 113
Jundiai 43 8.1
Piracicaba 32 6.1
Sorocaba 31 5.9
Braganca Paualista 21 4
Rio Claro 13 24
Sdo Carlos 4 G5
{tapeva 2 G4
Presidente Prudente 2 0.4
Lins i 0.2
Aragatuba 1 0.2
Ribeirdo Prato } 0.2

Total 524 160
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Ficure 2. Residency of patients with paracoccidicidomycosis in Sic Paulo State {Brazil). The disuibution of patients/area is expressed as

a percentage of the total number of patients studied.

{thus, the number of fernales was higher) than in cther stud-
ies in similar populations.'>!* Mota'* reported a male:female
ratic of £.5:1 in Parans State {southern Brazil) and atributed
this to the number of women working on coffee plantations
in that region. In our group there was a higher number of
women and children with PCM. Almost 40% of the women
presented with the acute form. a more severe and many times
disseminated version of the disease; this would explain their
desire to attend a specialized hospital. The study groups in-
cluded 33 children less than 14 years old, the youngest being

a S-year-old boy. Although the disease is uncommon in chil-

dren, when the mycosis is taken into consideration in the
differential diagnosis in endemic areas, cases of PCM in
childhood are more frequently recognized. The young pa-
tients in our group showed frequent involvement of the
1ymph nodes and skin, in contrast to a low invoivement of
the oropharynx and lungs. In patients > 25 years old, mu-
cosal and pulmonary involvement was preponderant, fol-
jowed by tegumentary, ganglionary. and suprarenz] compli-
cations, both in the isolated and disseminated forms. The

-

TaBLE 3

Principal occupations among 584 patients with paracoceidioidomy-
cOosis

significant aumber of young people involved (98 patient:
less than 25 years old, 169%) is an indication of the presence
of the fungus in the area studied. Children and young adult
are considered epidemiologic markers since they have a re
stricted migratory profile.

‘The region of Campinas has acidic soil. Jong periods ¢
rainfall {$ months), a tropical climate, agricultural areas, an
planted pastures. The predominance of sugar cane, cotton
and coffee plantations in the region favors contact betweer
the rural worker and soil particles and plants, in which th
fungus is found. : :

Several investigators have indicated that PCM is mor
prevalent among rural workers engaged in intensive agd
culture.'*'¢ Most of the patients in our group stated that the;
have lived and worked in rural areas during some period ¢
their lives. After moving to urban centers, they started net
jobs, many of them working as bricklayers. It is possibl
that some infections may have occurred in the urban area
during activities that involved contact with seoil and woo
Apparently innocuous activities, such as gardening, may als

TasLE 4
Methods used 10 diagnose paracoccidioidomycosis in 584 patient

Serology
Male Female Total Diagnosis estadlished by Positive Nagarive
Qecupation Mo, % No. % Na. % Biopsy™ =4l 71
Agriculurai work 241 49 28 30 269 46 Direct examination® 78 33
Construction® 113 2 2 2 113 20 Biopsy pius direct examination™ 23 16
Industry 3g 8 ] Q 39 7 Radiograph* | 2
Orhers oG 20 62 68 161 27 Only serology - 114 v}
Total 492 100 92 100 584 100 Total 468 116
= Bricklaying. masonry. = Plus serology.
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TasLe 5
Clintcal forms of paracoceidioidomycosis among 384 patients

Male Female Toal
Clinical forms Neo. @ No, & No. Fo
Acute unifocal 4% 10 14 5 a3 i1
Acute multifocal 29 6 23 27 54 g
Chronic unifocal 143 29 21 23 i64 28
Chronic mukifocal 271 55 32 34 303 32
Total 492 100 92 160 584 100

give mise to the disease. In large cities, multiple construction
and demolition projects cccur simuitaneously, and individ-
uals exposed during such work may become infected.

Alcoholism and tobaccd smoking were frequently asso-
ciated with ithe disease among our patients. The role of al-
cohol as a risk factor favoring an immunologic imbalance
and the reappearance of quiescent PCM has been reported
for the progressive form of the disease (Andrade JAF 1987,
Avaliacdo da Fregii€ncia de Micoses Sistémicas e Oportun-
istas em Pacientes com Doengas Pulmonares: Estudo Clinico
e Sorolégico no Hospital Otédvio Mangabeira. Masters De-
gree Thesis. State University of Bahia, Salvador, Bahia, Bra-
zil)."®

Many diseases must be considered in any differential di-
agnosis of PCM. Neoplasms (carcinoma and lymphoma), in-
fections (tubercuiosis and other fungi), noninfectious infiam-
mation (sarcoidosis and idiopathic pulmonary fibrosis} and
autoimmune diseases must be ruled out before a diagnosis
of PCM is accepted. Serologic tests are of great importance
as an awd in excluding these and other pathologies.

Puring the study period, there were situations in which
the serology was negative but the fungus was detected in
biopsy specimens or by direct examination. Some of these
cases involved immunosuppressed patients (human immu-
nodeficiency virus positive, cancer, and autoimmune disease)
in whom the mycosis remained serologically undiagnosed,
Patients at the end of their treatment may also have unde-
tectable levels of specific antibodies. However, for some pa-
tients with confirmed active disease, the negative serology
seems 1o be related to the inadequacy of the serologic test
used. The diagnosis of such cases may be possible using
antigens prepared from different strains of P. brasiliensis
and new immunologic approaches.

in contrast to public hospitals in Sdo Paulo, the individ-
uals who visited UH-UNICAMP were mainly from neigh-
boring counties. The towns involved are associated with the
hospital since the latter provides many of them with tertiary
medical care.

Since we studied a hospital population, the number of pa-
tients with PCM does not necessarily reflect the real inci-
dence of the disease in the area. In particular, the mild forms
of the disease are probably diagnosed and treated in health
centers and small hospitals near the homes of patients. Some
cases are likely to be missed because the disease frequently
is not given medical attention. Thus, since specialized cen-
ters tend (o treat only the severe forms of PCM, an analysis
of such data may result in an erroneous epidemiologic pro-
file. Nevertheless, considering the increased number of pa-
tients admitted to our hospital and the areas from which the
patients come, we conclude that the region of Campiras is

an endemic zone for PCM. We have since initiated a detailed
epideriologic study of this region, with particular attention
being paid to children with PCM since they serve as useful
matkers for the disiribution of the disease.

in conclusion, this study calls attention to PCM as a major
public health problem in the Campinas region of Brazil. Al-
though there are no contro! measures that may be applied 10
prevent the disease, efforts should include increasing aware-
ness among clinicians and the public, especially people liv-
ing in rural areas where PCM is endemic.
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Abstract

Cellular immune response 1o Paracoccidiodes brasifiensis antigens {(PbAg) was evaluated In patients with the juvenile (JF) and adult (AF}
forms of paracoccidioidomycosis as well as in a group of infected individuals living in the endemic area but without any clinical
manifestation of the disease. The immune profile of this group of paracoccidicidomycosis-infected mdividuals was characterized by: 1) a
positive sidn test to P brasiliensis antigen; 2) absence of specific antibodies; 3) a vigorous Iymphoprojiferative response to PbAg: and 4)
a typical Thl patiemn of cytokines, with production of IFN-y and basal levels of IL-4, IL-5 and IL-10. At the opposite end of the spectrum
were the JF patients whose profiferative response to PbAg was significantly impaired and whose cytokine pattern was characteristically Th2,
i.e lower IFN-vy sceretion and significamiy higher levels of IL-4, IL-5 and IL-10, These profiles are compatible with forms of higher and
lower resistance, respectively. Intermediate immume responses were observed in AF patients, whose specific lymphoproliferative response
was jower than in the paracoccidioidomycosis-infected group but higher than in the JF patients. The secretion of IFN-y and 1L-1G did not
differ from the JF group, although IL-4 and IL.-5 levels were significantly lower. Since AF patients are able to controt fungal dissemination
for decades, they can be considered more resistant than JF patients, who manifest the disease scon after infection, © 2002 Editions
scientifiques et médicales Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; Paracoccidivides brasifiensis; Thl, Th2; Cyiolanes

i. Introduction Differences among individuals in the patterns of immune

responses to Paracoccidioides brasiliensis are important

Paracoccidioidomycosis {PCM) is an important cause of determinants of disease progression and clinical outcome.

morbidity and montality in rural areas of Latin America, The great majority of PCM patients consist of previously

especially in Brazil. Like other deep-seated mycoses, PCM healthy men aged 30 to 50 years. Howsver, some individu-

occurs as an infection or as a disease [1.2]. Surveys with the als are especizally susceptible to this fungal agent and show
paracoccidioidin skin test carried out in endemic areas have overt PCM around puberty or even in childhoed.

shown that individuals are first infected at an early age, with

o The disease presents z broad spectrurn of clinical and
a peak of incidence betwezen 15 and 19 years of age [3].

pathological manifestations ranging from benign and local-
ized forms to severely disseminated disease. According to

* Corresponding author. Tel: +53.19-3788-0453; fwx: +55-19-3788- t?xe c’urren{ classification {4], pmcgcc,id].mdo@ycosm infec-
9434, tion {P} is defined as an asymplomatic infection caused by
E-mail address: heblonagifom wicamp bt (MHAS L. Blona). P brasiliensis in healthy mdividuals who live in endemic

© 2002 Bditions scientifiques et médicales Elsevier SAS. All rights reserved.
PH:$1286-4579(01301521-9
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areas and are positive to the paracoccidioidin skin tesi. The
adult or chronic progressive form of the disease (AF)
predominantly affects adult males, with a high frequency of
pulmonary, skin, adrenal and visceral involvement, In clear
contrast to the adult type, the juvenile type (JF) equally
affects voung patients of both sexes. The acute form is
characterized by svstemic lymph node inmvolvement
hepatosplenomegaly, and bone marrow dysfunction, resem-
bling 2 lymphoproliferative disease. Patients with AF usu-
ally exhibit low levels of specific antibodies and adequate
cellular immune responses, while those with JF typically
show high levels of specific antibodies, polyclonal activa-
tion of B celis, antigenemia, and impaired cellular immune
TESponses.

Experimental data indicate that resistance to fimgal
infections relies on T call, macrophage and B cell activities
that are related to mterferon-y and other Thl tvpe cytokines
{5]. On the other hand, susceptibility has been linked to the
preferential production of cytokines of the Th2 type, ie.
I1.-4, IL-5, IL-13, and IL-10 [6]. Considering that the
immunoglobulin isotypes are determined by the cytokine
patterns, the detection of a particular isotype can be consid-
ered as an indicator of the corresponding pattem of induc-
tive cytokines [7]. In a previous paper [8], we were able to
show that JF patients present significantly higher titers of
1gG4, 1gE and IgA against the immunodominant and spe-
cific molecule of P brasiliensis {gp43). These data, associ-
ated with cosinophilia, are strong evidence of & Th2 type of
response in the juvenile form of PCM. In contrast, patients
with the adult form were characterized by high levels of
IgGl, lower levels of the other Ig isotypes, and Jower
pumber of easinophils. In the present study we measured the
proliferative response and cytokine production of lympho-
cytes from IF and AF patients in comparison with infected
(PT) and non-infected controls.

2. Patients and methods
2.I. Patients

We enrolled 38 patients with newly diagnosed PCM
attended to at the Clinical Hospital of UNICAMP. The
diagnosis was established by fungus detection in clinical
specimens and serology (immunodiffusion test), The pa-
tients were grouped according to clinical form: 14 with the
juvenile acute form (JF, 10 males and 4 females, age: 8-24)
and 24 with the chronic adult form (AF, 22 males and 2
females, age: 27-55} of the disease. We also analyzed 19
healthy paracoccidioidin-reactive (PL, 14 males and 5 fe-
males, age: 18-65) and 23 healthy paracoccidioidin-non-
reactive (C, 15 males and 8 females, age: 27-53) individuals
fiving in an endemic area for PCM (Carnpinas, 8P, Brazil).

2.2, Antigen

P, brasiliensis B-339 veast cells were grown in Neopep-
tone medium suppiemented with thiamine and asparagine
for 30d and then killed with merthiolate (0.2 g/b). The
preparation was filtered and the cells were homogenized and
sonicated {3 cycles of 1 min each). The mixture was left
shaking overnight and centrifuged at 10,000 g for 30 min at
4°C the next day. The supernatant was dialyzed against
0.02 M Tris-HCL, pH 8.1, for 24 h and the resulting super-
natant fluid comtained the antigen (PbAg). Protein concen-
tration was determined by the method of Bradford [9].

2.3, Delayed-type hypersensitivity (DTH} reaction

Skin tests were performed on the left forearm by intrad-
ermal injection of 100 ul of P, brasiliensis gp43 (7.5 ug),
and considered positive when an induration larger than
5 mm was observed after 24 h [19].

2.4, Culture conditions

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were coi-
lected from patients and healthy adult donors and isclated
over Ficoll-Hypague. ARer washing three times with PBS,
the mononuciear cells were incubated (2 x 10° cells/m! in
1640 RPMI supplemented with 10% AB serum, 2%
L-ghutarnine and amtibiotics) at 37 °C in a €0 incubator.
The cells were cultured with PhAg for the assessment of
proliferation and cytokine production.

2.3, Proliferarion assay

PBMC (2 x 10° celisrmi) were cufmwed with PbAg
(1 pg/mi) for 5 4 in 96-well plates. The cultures were then
puised with [*H] thymidine {Amersham Phammacia Biotech
UK Limited, Buckinghamshire, England} (1 pCi/well), har-
vested 1824 h later and counted using standard lquid
scintiliaton counting techniques.

2.6. Cytokine guantitation

PBMC {2 % 10%) were plated onte 24-well plates with or
without PbAg (I ug/ml). The supernatants were coliected
48 ks later and assayed for cytokines. [L-4, TIL-10 and 11.-5
were guantified by in-house ELISA. The antibodies used to
coat the 36-well piates were 8D4-8 (anti-IL-4, PharMingen,
San Diego, CA, USA), JES3-19F1 {amti-IL-10, ATCC) and
18051D (anti-IL-5, PharMingen). Second-step biotinylated
detection mAbs were 2502 (anti-IL-4, PharMingen), JE&3-
12G8 {anti-IL-10, PharMingen), and 18522 (anti-IE-5
(PharMingen). The lower detection limits for the assays
were 27 pg/ml for 1.4, and 39 pg/ml for IL-3 and IL-10.
IFN-y and IL-12 (p40 and p70) levels were determined by
commercially available sandwich ELISA (Amersham Phar-
macia Biotech, Piscataway, NJ, USA) according to the

Artige 1T
37



S.J7. Qliveira et al. / Microhes and Infection 4 (202} 139-]44 141

manufacturer’s instructions. The detection lirnits were 2 and
5 pg/mi, respectively.

2.7, Staristical analysis

AF and JF patients and nomal infected (PI) and non-
infected controls (C) were compared using the Kruskal-
~-Waliis non-parametric test. The relationship between bym-
phoproliferative response to PbAg and skin test size was
examined using Spearman’s rank comelation coefficient
Significance was defined as £ £ 0.03.

3. Resuits

Analysis of the proliferative response to PbAg showed
that PBMC from individuals with PCM- infection (PT}
present the highest levels of proliferation, followed by
patients with the AF of the disease. No statistical differences
were found between JF patients and the control group
(Fig. 1)

The cellular antigen (PbAg) used in PBMC cultures for
both proliferative response and cytokine production was
analyzed by SDS-PAGE, which showed the glycoprotein of
43,000 daltons (gp43) as the main component of the
preparation {data not shown). gp43 is the immunodominant
antigen of P. brasiliensis, recognized by 100% of sera of
patients with PCM by immunoblotting assay [11,12]. Puri-
fied gp43 was employed for skin tests, and for the PI
individuals, a positive correlation was observed between the
diameter of the cutaneous reaction (DTH) and the prolifera-
tive response to the PbAg (Fig. 2).

To assess whether Th2 type cytokines play 2 role in the
depressed ymphoproliferative response observed mainly in
JF patients, we evaluated IL-4 and IL-5 production in
culture supermnatants from PBMC stimulated with PbAg.
Increased levels of IL-4 and IL-5 were found in patients
with the JF of PCM (Fig. 3A. B), while no differences were
detected between the other groups.
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Fig. 1. Profiferative response of AF and I patients aod nomma) infected
{Pi) and non-infected controls (C} in tesponse to PbAg. € vs. AF, F =
0.606; C vs. PL P < 0.0801; IF vs. AF, P = 0.03; JF va. PLL P = 0.016; AF
vs. PL, P = 0.02, [FH] thymidioe incorporation by PBMC in the absence of
Phag was as follows: AF: 1870 £ 243, JF 1927 £ 122, P 3847 £ 242, O
1754 £ 92, The horizonial bats represent the median,
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Fig. 2. Correlation between skin test diameter {DTH, mm} and proliferation
{cpms). The antigens used were P brasiliensis gpa3 (7.5 ug/ody for skin
test and PhAg {1 ug/ml) for proliferative assay. R = 032, P = 0.42.
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_ Fig. 3. Levels of [E-4 (A} and TL-3 (B} produced by PRMC from AT and JT patients aad narmal infected (Pl} and noa-infected contcats (C in respanse to
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Fig. 4. Number (%) of peripheral blood sosinophils in AF and IF patieats.
Values below the dotied line are considered nommal. JF vs. AF, P<G.0001.

Considering the elevated concentration of IL-5 found in
patients with the JF of PCM, their medica] charls were
analyzed regarding peripheral blood eosinophil counts. We
aiso analyzed the charts of other patients with the J¥
{n = 30) and AF {(rn = 30} of PCM attending the UNICAMP
Clinical Hospital in the last few vears. The blood ceil counts
at the time of diagnosis showed significantly higher num-
bers of eosinophils in patients with the JF of the disease
{Fig. 4).
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Fig. 5. Levels of HL-1{ produced by PBMC from AF and JF patients and
normal infected (P1) and non-infected controls (C} in response 10 PbAg.
C s JE, P=003; C vs. AF, P = 0.009; JF vs. P1, # = 0.02; AT vs. F},
P = 0,004. The borizental bars represent the median.
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Wo differences in IL-10 production were detected be-
tween JF and AT patients. However, the PI group produced
significantly lower levels of this cytokine m respense to
antigen stmulation {(Fig. 5). IFN-y was produced more
intensely in PBMC cultures from PI individuzals (Fig. 6A},
while no differences were observed between JF and AF
patients. However, higher levels of IL-12 were observed in
the supemnatant of PBMC from AT patients, than in that of
the JF and C groups (Fig. 6B}.

Patients’ and contre} subjects’ cytokine levels m PBMC
supernatanis cuitured in the absence of PbAg were below
the detection limits indicated above (data not shown).

4. Discussion

Accumulated evidence in humans [13-16] and in expen-
mentally infected animals {5,6,17,18] indicates that cell-
mediated irmmunity is critical for host defense in PCM, In
the present study the lymphoproliferative response and the
cytokine production induced by P brasiliensis antigens
were investigated in the two clinical forms of PCM and
compared with non-infected and infected healthy subjects.

P1is defined as a positive DTH reaction to fungus antigen
in healthy individuals, who live or have lived in endemic
areas [3,4]. The subjects included in this study presented
reactions to gpd3 ranging from 5 to 40 mm, positively
correlated with the lymphoproliferative response to Pb
antigens, but none of then produced specific antibodies (data
not shown). This pattern of response is similar to that
presented by an investigator accidentally infected with
P brasiliensis yeast cells while working in the laboratory
[19). This person developed a lesion in which the fungus
was histologically detected and presented a 30-mm skin test
in tesponse to paraceccidioidin antigen. Serum antibodies,
however, have never been detecied and the investigator still
remains free of signs or symptoms of the disease.

As expected for more resistant subjects, the pattern of
tytokines produced by the P1 group was typieally Thh:
undetectable levels of IL-4, IL-3 and I1.-10, and IFN-y
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Fig. 6. Levels of TFN-v (A} and IL-12 (B} produced by PBMC from AF and JT patients and normal infected {PI} and non-infected sontrols {C) in response
10 PbAg IFN-y: C vs. PL, P = 0.003; JF vs, PL, P= 0.03; AF vs. PL, P = 0.04_ IL-12: Cvs, AF P=0.04; JF vs. AL, P = 0.03. The homzontal bars represent

the median.
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production higher than that of PCM patients and nos-
infected controls. This is the first time that such aspects have
been Investigated in a group of infected healthy subjects.
The Pi subjects never manifested symptoms of the disease
and were selected among neighbors of children with PCM,
considered as epidemiclogic markers of the disease [20].
Others [16,17,21] have compared the immune response of
patients with active disease to that of healthy persons who
had PCM in the past and had been considered cured. These
authors observed z clear impairment of the proliferative
response t0 a Pb cell antigen in PCM patients before
treatment compared with clinically cured controls [14]. In a
subsequent paper, the results for the cell antigen of Pb were
confirmed with gp43, although with lower levels of prolif-
eration [15]. Our data clearly demonstrate that the lymphop-
roliferative response of JF patients to Pb antigens is signifi-
cantly depressed in comparison to AF patients and PI
subjects. This result is in accordance with previous work
reporting impairment of IL-2 production [21] and decreased
I1.-2 receptor expression in PCM [131,

The juvenile acute form of PCM is supposed t¢ occur
soon after exposure to P brasiliensis and is usually associ-
ated with uncontrolled fungal spread through the lymphatic
system. Chronic adult disease is considered to be 2 reacti-
vation of latent quiescent foci, occasionally stabilized for
decades, thus presumably involving a strong, although
temporary, effective immune response against the fungus
[2-4]. In a previous study [8] we observed that patients with
the juvenile form of PCM produced significantly higher
fevels of IgE, 1gG4 and IgA anti-P brasiliensis antibodies,
indicating 2 Th2 profile of immune response. Accordingly,
in the present study we were able to demonstrate, for the
first time, that fymphocyies from patiems with JF effectively
produce significantly more IL-4 and IL-5, the two most
representative of the Th2 patiern.

The main actions of IL-5 are to stimnulate the growth and
differentiation of eosinophils and to activate mature eosino-
phils {22]. The enhanced IL-8 production observed in JF is
in accordance with the eosinophilia observed in the patiems.
These data cornplement previous studies by our group
describing a strong comrelation between the degree of
eosinophilia and IgE antibody levels in JF of PCM [§],
emnphasizing two different characteristics of the Th2 profile.

Initiatly, we expecied patients with the AF of PCM to
produce lower levels of 1L-4, 11.-5, and IL-10, but higher
levels of IFN-v, when compared with JF patients. Qur
expectations were only partially validated, since no signifi-
cant differences were observed regarding 1L-10 and TFN-y,
There are two other recent studies directed at the investi-
gation of cyiokine production in buman PCM, neither of
which describes successful IL-4 or IL-5 determination
[21.,23]. These two independent groups observed that TFN-y
production was impaired in patients with active disease
regardless of the clinical form, i.e, IF or AF. With respect to
1L-16 production, however, they did not find any significant

difference between PCM pailents and cured controls
[2:.23).

Our data confirm the observation that 1L-10 is well
preserved in PCM, regardless of the clinical form. However,
a very infriguing difference can be observed when the IL-10
production of control groups is compared. The PI group
included in the present study differed from hesithy subjects
with healed PCM by the fact that the former never mani-
fested chinical symptoms of the disease, and by the sigmfi-
canily lower preduction of IL-10.

Experimental PCM studies with resistant (A/SN) and
susceptible (B10.A) mice intaperitoneally infected with
P, brasiliensis have shown that ¢ytokine production varies
during the course of the infection. An early secretion of high
ievels of TNF-ot and IFN-v followed by a sustained secre-
ton of IL-2 and JFN-y characterizes a Thl pattern of
Tesponse in resistant animals. In contrasy, an early and
ephemeral secretion of low levels of TNF-o and IFN.y
associated with production of IL-5, IL-10 and TGF-B,
followed by a Jater IL-4 production, characterizes the Th2
pattern of susceptible animals. IL-10 was also produced by
animals of a resistant strain, albeit later than the susceptible
strain, The authors suggest that the delayed IL-10 produc-
tion may have a role in reducing the production of type 1
cytokines, resiraining their inflammatory effects on host
tissues [5]. In another experimental PCM stady, it was
observed that when T cells from resistant mice were
stimulated in vitro with B cells such as antigen-presenting
cells (APC) from susceptible animals, very high levels of
TL-10 were observed and vice-versa {24]. These results
emphasize the importance of different T helper cell subsets
in PCM infection and the reciprocal regulation between the
innate and adaptive immune systems in the development of
optimal anti-fungal immunity.

Several factors are known o regulate the Thi/Th2 cell
decision. These include the genetic background, the type of
APC intesacting with 2 T cell and, most importantly, the
cytokine milieu at the time of activation. Many in vivo and
in vitre experiments have established a clear role for IL-4 in
driving Th2 differentiation and inhibiting development of T
cells, whilst IL-12 induces production of Thi cells at the
expense of Th2 cells (reviewed by Romagnani). Among its
multiple activities, 1L.-12 is a potent inducer of IFN-y from
T and natural killer cells. As such, it is cotical for the
deveiopment of Thi responses, leading to macrophage
activation and the production of complement-fixing anti-
bodies. Altogether, the axis formed between IL-12 and
IFN-y is essential for granuloma development and protec-
tive iImmunity against various imtracellular microorganisms
n mice and humans [25.26].

In the present study we observed lower levels of IFN-y
secretion in active PCM compared to healthy Pl subjects.
Against our prediction of a Thi profile in AF, we did not
detect any significant difference between AF and JF of PCM
concerning IFN-y production, Knowing that IL-12 is pro-
duced mainly by APC, macrophages and neutrophils [25]
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we decided to measure IL-12 (p40 and p70Q) contents n the
supernatant of PBMC cultures. In this case, it was possible
to detect a significantly higher production by cells of AF
than JF of PCM. These results, however, may be reflecting
the constitutive secretion of p40) more than the biologically
active p70, and require further confirmation.

in conclusion, this study confirmed our previous findings
{8] that the JF is the Th2 pole of PCM, characterized by the
production of IL-4, IL-3 and IL-10. These mediators asso-
ciated with low IFN-v and lymphocyte proliferation levels
could result in a depressed celislar immune response and a
severe manifestation of the disease. On the other hand, the
P1 individuals might represent the opposite pole, in which
high TFN-y production parallels with lymphocyte prolifera-
tion, in addition to very low levels of IL-10. This Th1 profile
could lead o the development of an efficient mumune
tesponse able to prevent the development of the disease. In
this context, the AF would represent the intermediate pattern
of immune response in PCM, situated between the Th2 and
Thil response showed by the JF and PI subjects, respec-
tively.
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O estudo epidemiolégico de 584 pacientes com paracoccidioidomicose
atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade de Campinas, mostrou uma relagdao
homens: mulheres de 5,4:1, bem mais baixa que a maioria dos relatos epidemioldgicos
descritos na literatura. Em dreas de alta prevaléncia a doenca ocorre mais freqlientemente
em homens adultos, numa propor¢ao de 13 homens para uma mulher (BRUMMER et al,
1993; LACAZ et al, 2002), podendo variar dependendo da regido estudada (BORELLI,
1970; LONDERO e RAMOS, 1972; GONCALVES et al, 1984).

Em estudos realizados na cidade de Botucatu (SP), drea endémica para a
doenca, MARQUES et al (1983) encontraram uma relacdo de pacientes masculino:
feminino de 10,7:1, com maior freqiiéncia entre trabalhadores rurais e da construcao civil.
Em Curitiba, TELLES FILHO et al (1986) observaram uma relacao de 9,1:1, sendo que
78% desses individuos tinham atividades relacionadas a agricultura. J4 em 1996, MOTA
encontrou uma relacdo de 6,5 homens para 1 mulher no Estado do Paran4, o que atribuiu a

marcante presenca da mao de obra feminina nas plantacdes de café da regiao.

Em nosso trabalho, encontramos a maior incidéncia da doenca na faixa etéria de
41 a 50 anos para individuos do sexo masculino, e de 11 a 40 anos para o sexo feminino,
pessoas cuja ocupacao principal estava relacionada a atividades rurais seguida de atuacdo

na construcao civil.

A regido de Campinas apresenta extensas areas de agricultura com predominio
de cana-de-aguicar, algoddo e café, favorecendo o contato entre trabalhadores rurais e
particulas de solo e plantas, nas quais o fungo pode ser encontrado. BAUMGARDNER
et al (1995), relataram que ndo hd uma época propicia no ano para a infeccdo pelo
Paracoccidioides brasiliensis, mas o fator importante talvez seja a perturbacdo do
microambiente em que o fungo vive, como as escavacdes feitas em terraplanagens, com

derrubada de arvores e preparacdo dos campos para o plantio.

A hipétese de o fungo habitar locais agricolas, principalmente de culturas de
café, sugere que estas plantagdes poderiam proporcionar condi¢cdes de solo mais estiveis ao
seu desenvolvimento. Este tipo de cultura exige cuidados constantes do agricultor e assim a
infeccdo do hospedeiro seria facilitada pela grande quantidade de particulas que ficam em

suspensao no ar, no periodo da colheita (ONO, 2000).
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Diferentemente dos estudos realizados em hospitais publicos de Sao Paulo, nos
quais a maioria dos pacientes era proveniente de outros Estados, os individuos atendidos no
Hospital das Clinicas da UNICAMP eram em grande parte, procedentes de cidades
vizinhas. Por tratar-se de uma populacdo hospitalar, o nimero de pacientes com a doenca
ndo reflete a real incidéncia e gravidade da PCM na regido. De fato, os doentes
encaminhados para esse hospital constituem provavelmente formas mais graves e de dificil
tratamento, ficando as formas leves da doenca, restritas aos centros de saude locais ou

hospitais menores da regido.

O estudo sorolégico mostrou que 80% dos pacientes apresentavam anticorpos
contra o P. brasiliensis, com titulos que variavam de 1:2 a 1:4.096. Esse diagnostico foi
confirmado pelo exame histopatoldgico e/ou micoldgico direto. Apesar do achado do fungo
ser considerado o padrdo-ouro no diagndstico da PCM, em 20% desses pacientes a
sorologia positiva foi a unica evidéncia laboratorial da doenca, e junto com dados clinicos e

epidemiolégicos compativeis, foi decisiva para o diagndstico.

Por outro lado, nossos dados revelaram que 20% dos pacientes tinham
sorologia negativa, embora com doenga comprovada pelo exame micoldgico. Analisando
melhor esse grupo verificamos que parte dele (7%) era composta por individuos
imunossuprimidos (HIV positivos ou sob tratamento imunossupressor) ou pacientes em
fase final de tratamento, o que justificaria o teste de imunodifusdo negativo. Entretanto,
também foram detectados pacientes com doenca ativa e sorologia negativa (13%), motivo
de estudo complementar, no qual se concluiu que a falta de reatividade em testes de
imunodifusdo pode ser relacionada a presenca de anticorpos da subclasse IgG2, de baixa

afinidade (NEVES et al, 2003).

Outra caracteristica importante do grupo estudado foi o alto indice de
tabagismo e etilismo, principalmente entre pacientes do sexo masculino. Estudos clinicos
mostraram que o alcoolismo e o tabagismo sdo fatores de risco para a doenga, pois
favorecem um desbalanco imunoldgico que pode levar a reativacao de focos quiescentes da

PCM (ANDRADE, 1987; MARTINEZ e MOYA, 1992).
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No grupo estudado a forma predominante da doenga foi a cronica multifocal,
com maior comprometimento de mucosas. Por outro lado, confirmou-se o envolvimento do
sistema fagocitico-mononuclear em adultos jovens e criancas com a forma aguda da

paracoccidioidomicose.

A casuistica do HC da UNICAMP mostrou um nidmero elevado de mulheres e
criancas com PCM, sendo que quase 40% desses pacientes apresentavam a forma juvenil da
doenca, conhecidamente mais grave e disseminada. Esses doentes mostraram maior
envolvimento de linfonodos e pele, em contraste com aqueles com a forma adulta, cujas
complicacOes pulmonares e de mucosas foram predominantes. Embora a PCM nio seja
comum em criancas, no periodo estudado foram atendidos 33 pacientes menores de
14 anos, mostrando tratar-se de uma darea de alta endemicidade e indicando possivel

presenca do fungo na regido.

Criangas e adultos jovens podem ser considerados marcadores epidemiol6gicos
da doencga, por apresentarem perfil migratdrio restrito (CADAVID e RESTREPO, 1993).
Com base neste fato, realizamos um inquérito epidemioldgico na regido de Campinas,
utilizando como ponto de partida o domicilio das criangas com PCM. Vdrias pessoas,
incluindo vizinhos e parentes dos pacientes foram submetidos ao teste cutaneo de HTT com
a gp43 do P. brasiliensis. Ao final desse estudo foi possivel obter um grupo de individuos
sadios, moradores da area endémica que apresentavam resposta cutanea positiva ao

antigeno do fungo, ao qual denominamos grupo PCM-infeccdo (PI).

Doencas agudas e cronicas podem resultar de processos imunoldgicos distintos.
A PCM juvenil supostamente ocorre logo apds a exposi¢do ao parasita, quando se dd a
disseminagdo fungica através do sistema linfatico. A doenca cronica € considerada uma
reativacdo de um foco latente, as vezes estabilizado por anos, supondo uma resposta imune
temporéaria contra o fungo (FRANCO et al, 1987; DEL NEGRO et al, 1994; WANKE e
LONDERO, 1994).

Dando continuidade ao estudo da resposta imune nas formas juvenil e adulta da
PCM, incluimos o grupo PCM-infec¢do, além dos controles sauddveis que apresentavam

teste cutaneo negativo.
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Nossos resultados mostraram maiores niveis de resposta linfoproliferativa a
antigenos do fungo nos individuos do grupo PCM-infecao, seguido dos pacientes com a FA
da PCM. Por outro lado, pacientes com a FJ apresentaram niveis bem menores,
comparaveis ao grupo controle. A depressdo da resposta linfoproliferativa a mitégenos e
antigenos do fungo foi descrita na PCM humana e em modelos experimentais (BENARD
et al, 195; SILVA et al, 1995; CALICH et al, 1998; SOUTO et al, 2000), sendo essa

imunossupressao mais severa na forma aguda da doenca.

Outros autores observaram uma diminui¢do na resposta linfoproliferativa
especifica em pacientes com a doenca ativa, quando comparados a controles clinicamente
curados (HOSTETLER et al, 1993; BENARD et al, 1996; BAIDA et al, 1999; BENARD
et al, 2001).

Os individuos PCM-infeccdo apresentaram teste cutdneo positivo a gp43 de
P. brasiliensis, com didmetro variando de 5 a 40 mm, valores que se correlacionaram
positivamente com a resposta linfoproliferativa ao antigeno. A pesquisa de anticorpos
nestes individuos foi negativa. Padrdo de resposta semelhante foi observado em um
pesquisador infectado acidentalmente com o P. brasiliensis, durante trabalho em
laboratério. Além do desenvolvimento de lesdo histologicamente positiva para
P. brasiliensis, o individuo apresentou reacdo cutanea de HTT de 30 mm de didmetro,

auséncia de anticorpos e de qualquer sinal ou sintoma da doenca (MUSATTI et al, 1976).

A producdo de IL-2 em individuos com PCM-infecc¢do, em culturas estimuladas
com PHA, foi maior do que nos pacientes com a forma adulta ou juvenil da doenga. Com
estimulo antigénico ndo encontramos diferenga significativa entre os grupos estudados,
embora alguns individuos PCM-infeccdo apresentassem altos niveis desta citocina
(apéndice, figura 1). Esses dados estdo de acordo com estudos prévios que mostraram
diminui¢do na producio de IL-2 (BENARD et al , 2001) e na expressdo de seus receptores
(RESKALLAH-IWASSO et al, 1989; MUSATTI et al, 1994) em pacientes com a doenca

em atividade, comparados com individuos curados.
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Diferentes subpopulacdes de células T sdo conhecidas como estimuladoras de
distintos padrdes de resposta imune. Na candidiase experimental, a resposta de producao de
citocinas do tipo Thl foi associada a resisténcia adquirida a infeccdo (ROMANI et al,
1991), enquanto doenca disseminada e fatal foi relacionada a resposta Th2 (ROMANI et al,
1992).

Varios fatores sdo conhecidos por regular a decisdo da resposta Th1/Th2,
incluindo a carga genética do hospedeiro, o tipo de interacdo entre células T e células
apresentadoras de antigenos e a presencga de citocinas na hora da ativacdo celular. Muitos
experimentos in vitro definiram papel importante para IL-4 em direcionar a diferenciacdo
celular para Th2, enquanto a IL-12 induz a produg¢do de células Th1 (TRINCHIERI, 1993;
ROMAGNANLI, 1995, 2000).

O padr@o de citocinas produzidas durante a resposta imune influencia de forma
importante o desenvolvimento da doenca, com a IL-4 e a IL-10 contribuindo para a
disseminagdo e progressdao (SCOTT e KAUFMANN, 1991) e a IL-2 e o IFN-y participando

da contencdo da doenca e recuperacao do hospedeiro.

Como esperado para individuos resistentes a doenca, o padrdo de citocinas
produzido pelo grupo PCM-infeccdo foi tipicamente Th1, com niveis basais de IL-4, IL-5 e
IL-10 e com maior producdo de IFN-y do que pacientes com PCM ou por controles

saudaveis.

Em estudo prévio (MAMONI et al, 2002) observamos que pacientes com a FJ
produziram altos niveis de anticorpos das classes IgA, IgE e IgG4 anti-P. brasiliensis,
revelando um perfil Th2 de resposta imune. Confirmando esses dados, o presente estudo
demonstrou que linfécitos desses pacientes (FJ) produziram maiores niveis de IL-4 e IL-5,
citocinas representativas do padrao Th2. A producdo aumentada dessas citocinas também

foi observada por MELLO et al (2002), em pacientes com a forma ativa da PCM.

A IL-4 € considerada o principal estimulo para a produ¢do de IgE, além de
inibir a producdo de IFN-y e a conseqiiente ativacdo de macréfagos, favorecendo a
sobrevivéncia do patégeno e provavelmente a pior evolucao dos pacientes com a forma

juvenil da doenca.
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A principal atividade biolégica da IL-5 € estimular a proliferacio e
diferenciacdo de eosindfilos (MEEUSEN e BALIC, 2000). A produ¢do aumentada de IL-5
observada na forma juvenil da PCM justifica a eosinofilia encontrada, complementando
dados anteriores que mostraram uma forte correlacdo entre o grau de eosinofilia e os niveis
de IgE, evidenciando duas caracteristicas distintas do perfil Th2 (MAMONI et al, 2002).
Nesse estudo, o acompanhamento dos pacientes permitiu observar que niveis de IgE
diminuiram gradativamente durante o tratamento, em paralelo com a diminui¢do
significativa do ndmero de eosinéfilos na circulagido, de acordo com as observacdes de

BENARD et al (1996, 1997).

Em trabalho adicional verificamos que na FJ da PCM também se observa um
nimero elevado de eosindfilos em bidpsias de lesdes de mucosa oral e linfonodos

(apéndice, figura 2), (OLIVEIRA et al, 1999).

Outros investigadores também detectaram eosinofilia no sangue periférico e na
medula 6ssea de pacientes com a FJ da PCM (SHIKANAI-YASUDA et al, 1992;
BENARD et al, 1994; RIOS-GONCALVES et al, 1997), indicando doencga grave € em
atividade. WAGNER et al (1998) observaram deposicdo extracelular de proteina basica
eosinofilica (MBP) em bidpsias de granulomas de pacientes com PCM, sugerindo que os

eosindfilos participam ativamente na fisiopatologia da doenga.

O papel dos eosindfilos na resposta de defesa a helmintos estd bem
estabelecido. Na esquistosomose, parecem ser a principal fonte de IL-4 nos granulomas,
influenciando na mudanca da resposta Thl para Th2 durante o curso da doenca
(RUMBLEY et al, 1999). Em infecc¢des fungicas, entretanto, a acao destas células nao esta
bem esclarecida, mas, como produzem um grande nimero de proteases, peroxidases,

histaminas, etc, poderiam atuar como moduladores da resposta inflamatéria ao fungo.

Inicialmente esperdvamos que pacientes com a forma adulta da PCM
produzissem menores niveis de IL-4, IL-5 e IL-10, com niveis elevados de IFN-y, quando
comparados com a forma juvenil. A hipétese se confirmou em relacdo a IL-4 e IL-5,
entretanto, nao foram observadas diferencas significativas quanto a produgdo de IL-10 e

IFN-y. Outros autores descreveram producdo diminuida de IFN-y em pacientes com PCM, e
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com relacdo a producdo de IL-10, ndo viram diferencas significativas entre individuos

doentes e controles curados (KARHAWI et al, 2000; BENARD et al, 2001).

Nossos dados confirmam as observacdes que a producdo de IL-10 esta
preservada na doencga, independente da forma clinica. Entretanto, diferencas podem ser
observadas em relacdo ao grupo PCM-infec¢do, que produziram niveis minimos dessa
citocina. Nossa hipotese € que a auséncia ou a produ¢do minima de IL-10 induzida por
antigenos de P. brasiliensis em individuos com PCM-infec¢do pode ser determinante no
direcionamento da resposta para Thl, resultando em uma eficiente resposta protetora contra

o fungo.

Em outro estudo no qual analisamos a resposta imune local em bidpsias de
linfonodos de pacientes com a FJ e de mucosa oral em pacientes com a FA da PCM,
detectamos nimero significantemente maior de macréfagos, células epitelidides e células
gigantes expressando IL-10 e TGF-f3 em linfonodos , quando comparamos a mucosa oral
(NEWORAL et al, 2003). A presenca marcante de citocinas supressoras em associacao com
elevado nimero de leveduras de P. brasiliensis em lesdes da FJ da doenca sugere um

comprometimento da resposta imune do hospedeiro facilitando a disseminagdo do fungo.

Em estudo experimental, ALMEIDA et al (1998) observaram que células T de
camundongos estimuladas in vitro com linfécitos B de animais sensiveis (como APC),
produzem altos niveis de IL-10. Essa citocina foi originalmente descrita como Th2, com
potente acdo inibidora sobre células Thl e macrofagos (MOSMANN, 1994). Estudos
recentes tém colocado a IL-10 como fator de diferenciacdo para células T regulatérias (Tr1)
da resposta imune, as quais produzem dez vezes mais IL-10 que os linfécitos Th2 (GROUX

e POWRIE, 1999).

A suscetibilidade a infeccao pulmonar na PCM experimental estd associada a
mecanismos imunes que levam a disseminagdo flngica pela ineficiente fagocitose de
macro6fagos, baixa resposta de HTT e produgdo de anticorpos IgG especificos, atividades
tipicamente influenciadas por células Th2. Camundongos resistentes desenvolvem uma
resposta associada com ativacdo de células T, macréfagos e linfocitos B, mediados por

IFN- (CANO et al, 1998).
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Estudos em camundongos resistentes e suscetiveis a doenga, infectados
intraperitonialmente com P. brasiliensis, mostraram producdo varidvel de citocinas durante
o curso da infeccdo. A produgdo precoce de altos niveis de TNF-o e IFN-y seguido de
IL-2, caracterizaram o padrdo Thl de resposta imune nos animais resistentes (A/Sn). Ao
contrario, producdo inicial e transitoria de baixos niveis de TNF-o e IFN-y associados a
producdo de IL-5, IL-10 e TGF-B e producao tardia de IL-4, caracterizou o padrao Th2 em
animais sensiveis (B10A). A IL-10 também foi produzida por cepas de camundongos
resistentes, embora de forma mais tardia que pela cepa suscetivel. Os autores (CALICH e
KASHINO, 1998) sugerem que a producao tardia de IL-10 pode ter um papel importante na
liberacdo de citocinas do tipo 1, reprimindo os efeitos inflamatérios nos tecidos do

hospedeiro.

No presente trabalho observamos niveis mais elevados de IFN-y nos individuos
com PCM-infeccdo, caracterizando o perfil de resposta imune Thl neste grupo. Entretanto,
ndo detectamos diferencgas significativas nos niveis de IFN-y entre os pacientes com as
formas adulta e juvenil da doenga. O papel do IFN-y na PCM estd melhor definido na
infeccdo experimental. A deplecdo de IFN-y tanto em camundongos resistentes como
suscetiveis exacerba a infeccdo pulmonar levando a disseminacio precoce do fungo para
varios tecidos. Estes achados foram confirmados em estudos com camundongos knock-out

para IFN-y (CANO et al, 1998; SOUTO et al, 2000; DEEPE et al, 2000).

Atuando de modo sinérgico ao IFN-y, o TNF-a estimula macréfagos e células
T, sendo essencial para a resisténcia do hospedeiro contra infec¢cdes por microrganismos
intracelulares. Em estudo complementar (apéndice, figura 3) observamos que o grupo com
PCM-infec¢do produz niveis elevados de TNF-a em resposta a estimulacdo com antigenos
do fungo e mitégeno (PHA). Avaliando a resposta especifica aos antigenos do fungo,
pacientes com a forma adulta e grupo PCM-infeccao respondem similarmente, produzindo

niveis bem maiores de TNF-a do que pacientes com a forma juvenil da doenga.

As evidéncias mais claras da importancia do TNF-a na doenca foram obtidas a
partir de trabalhos experimentais. CALICH e KASHINO (1998) observaram que

camundongos resistentes a infec¢do por P. brasiliensis produzem mais TNF-o e menos
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TGF-f em resposta ao fungo. Da mesma forma, camundongos inoculados com isolados
avirulentos do P. brasiliensis produzem niveis elevados de TNF-a, quando comparado
com camundongos infectados por isolados virulentos, sugerindo que esta citocina possa ter

papel na modulacdo da resposta ao fungo (FIGUEIREDO et al, 1993).

O principal indutor da producao de IFN-y e indiretamente de TNF-a € a IL-12,
produzida principalmente por APC, macréfagos e neutréfilos (GATELY et al, 1998). Em
nosso trabalho a detec¢do de IL-12 no sobrenadante de culturas de células mononucleares
do sangue periférico foi mais elevada em pacientes com forma adulta da PCM, seguido do
grupo PCM-infeccdo. Esses dados requerem confirmag¢do, mas estdo de acordo com
observagdes de que a producdo de IL-12, assim como o IFN-y sdo indicadores de

diferenciacao Th1 (ROMANI et al, 1994).

Entre as maltiplas atividades da IL-12, estd a de induzir a expressdao de
perforinas e serina esterase em células NK e a producdo de IFN-y nessas células e em
linfécitos T (PERACOLI et al, 1991, 1995; CESANO et al, 1993). Estas sdo condi¢des
criticas para o desenvolvimento da resposta Thl, levando a ativacdo de macréfagos e a
producdo de anticorpos fixadores do complemento. Juntos, o eixo formado entre 1L-12 e
IFN-y € essencial para o desenvolvimento do granuloma e a imunidade protetora contra

varios microorganismos intracelulares no homem e em camundongos (ROMANI, 1997;

GATELY et al, 1998; PARISE-FORTES et al, 2000; SOUTO et al, 2000).

Concluindo, neste trabalho foi possivel caracterizar o grupo PCM-infeccao
como a provavel forma de resisténcia da PCM humana. O padrio de resposta imune deste
grupo pode ser definido como Thl, tendo em vista a alta resposta linfoproliferativa a
antigenos do fungo, teste cutaneo de HTT positivo, auséncia de anticorpos e produgao
preferencial de IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-a, acompanhados de baixos niveis de IL-4, IL-5 e
IL-10.

O grupo de pacientes com a forma adulta da doencga pode ser classificado como
apresentando um padrao intermedidrio de resposta imune, situado entre a forma juvenil e o
grupo PCMe-infeccdo, principalmente tendo como base o padrao de resposta

linfoproliferativa, a produ¢ao de TNF-a e IL-12.
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No poélo de suscetibilidade, ao nosso ver o melhor definido, situa-se a forma
juvenil da PCM, definida pela baixa resposta linfoproliferativa, maior producdo de IL-4 e

IL-5, eosinofilia periférica e tecidual e baixa producdo de TNF-o. e IL-12 .

Trabalhos estdo em andamento em nosso laboratério para avaliar a cinética da
producdo de citocinas pela expressio de mRNA e proteina, assim como caracterizar as
células mais envolvidas em sua producdo. Também € nosso objetivo analisar outros
parametros da resposta imune, como o papel das células T CD8+, principalmente no grupo
PCM-infeccdo. A elucidacdo dos mecanismos imunoprotetores, que impedem a ocorréncia
da doenca nesses individuos, traria grandes beneficios para o entendimento da

fisiopatologia da PCM, abrindo caminhos para novas medidas preventivas e terapéuticas.
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» A PCM ¢€ endémica na regidao de Campinas. O estudo realizado com
pacientes atendidos no HC/UNICAMP, no periodo de 1988 a 1996, mostrou
uma predominancia de pacientes do sexo masculino, com atividades
profissionais ligadas a lavoura e, em menor escala, a construcdo civil. A
forma clinica mais prevalente foi a adulta multifocal, com comprometimento
pulmonar e de mucosas. O estudo mostrou nimero consideravel de mulheres
adultas e criangas (20% de todos os pacientes estudados), com a forma
juvenil da doenca, mais grave e disseminada. A maioria dos pacientes

adultos era tabagista e etilista.

» O estudo da resposta imune celular mostrou diferengas marcantes entre os
grupos estudados: individuos com PCM-infeccdo, pacientes com a forma

juvenil (FJ) e adulta (FA) da paracoccidioidomicose e controles saudaveis.

» O grupo PCM-infec¢do foi caracterizado como a forma de resisténcia da
doenca, tendo em vista que ndo desenvolvem a doenga e apresentam resposta
predominante do tipo Thl, com producdo de citocinas estimuladoras da
resposta imune como IL-2, IFN-y e TNF-a, com altos indices de proliferacao
linfocitaria e teste cutineo de hipersensibilidade tardia positivo a antigenos

do fungo.

» Os pacientes com a FJ constituem o pdlo de suscetibilidade, com resposta
imune padrdo Th2, que justifica a forma mais grave e disseminada da
doenca. Apresentam produgdo de citocinas supressoras da resposta imune,
como IL-4, IL-5 e IL-10, proliferacdo linfocitdria baixa e teste cutaneo de
hipersensibilidade tardia negativo. Produzem anticorpos especificos da classe

IgG4 e IgE e apresentam eosinofilia periférica e tecidual.

» Os pacientes com a FA apresentam resposta imune bastante heterogénea,
variando de acordo com a forma unifocal ou multifocal da doenca, o que
permite classificd-los como um padrdao intermedidrio entre o Th2
apresentado pela forma juvenil e o Th1 apresentado pelo grupo infectado ndo

doente.
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Figura 1 — Niveis de IL-2 produzidos por PBMC de pacientes com a forma adulta (FA),
forma juvenil (FJ) da PCM, por individuos com PCM-infec¢do (PI) e
controles ndo infectados (C), em resposta a antigenos do Paracoccidioides
brasiliensis (PbAg — 1ug/mL — A) ou fitohemaglutinina (PHA — 10pug/mL —
B). A: C vs. FJ, p=0,04; C vs. PI, p=0,01. B: FJ vs. PI, p=0,04. As barras
horizontais representam a mediana. Os sobrenadantes das culturas foram
coletados ap6s 48 horas e dosados pela técnica de ELISA sanduiche,
utilizando anticorpo de captura (MAB602) e anticorpo biotinilado (BAF202)
da R&D Systems.
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Figura 2 — Cortes histolégicos de mucosa oral de pacientes com a forma adulta (A) ou
forma juvenil (B) da PCM. Nota-se um rico infiltrado eosinofilico no tecido

do paciente com a FJ, ao redor de leveduras de P. brasiliensis (seta preta).

Coloragdo: Hematoxilina-eosina (aumento 400 x).
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Figura 3 — Niveis de TNF-a produzidos por PBMC de pacientes com a forma adulta (FA),
forma juvenil (FJ) da PCM, individuos com PCM-infec¢ado (PI) e controles ndo
infectados (C), em resposta a antigenos do Paracoccidioides brasiliensis
(PbAg — 1pug/mL — A) ou fitohemaglutinina (PHA — 10pug/mL — B). A: FJ vs.
FA, p=0,02; FJ vs. PI, p=0,03. B: FJ vs. FA, p=0,04; FJ vs. PI, p=0,003; FA
vs. PI, p=0,03. As barras horizontais representam a mediana. Os sobrenadantes
das culturas foram coletados apos 48 horas e dosados pela técnica de ELISA
sanduiche, utilizando anticorpo de captura (MAB610) e anticorpo biotinilado

(BAF210) da R&D Systems.
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